慢性中性粒细胞白血病（chronic neutrophilic leukemia,CNL）是一种罕见的骨髓增殖性肿瘤（MPN）。此前，CNL的诊断多为排除性诊断，且确诊病例数较少。2013年Maxson等[@b1]通过对1 862个基因进行深度测序发现CNL患者中存在CSF3R T618I突变，随后的研究证实CSF3R T618I为CNL特异性突变，从而，CNL从排除性诊断进入前瞻性诊断时代。该研究进一步表明JAK和SRC激酶是CSF3R的下游基因，并推论截短型CSF3R可能对SRC激酶抑制剂如达沙替尼敏感，而近跨膜区的突变（如CSF3R T618I突变）可能对JAK抑制剂如芦可替尼（Ruxolitinib）敏感，并从临床上证实芦可替尼对1例伴有CSF3R T618I突变的CNL患者有效。芦可替尼治疗CNL有效在小鼠CNL模型中也得到了证实[@b2]。我们用芦可替尼治疗1例CNL患者并获得一定的疗效，现报道如下，并对相关文献进行复习。

病例资料 {#s1}
========

患者，女，16岁，主因"乏力、头晕1个月余，发热4 d"入院。患者1个月前无明显诱因出现乏力、头晕，活动后加重，未予重视。患者因发热4 d，最高体温38.1 °C，无咳嗽、咯痰，无鼻塞、流涕，无腹痛腹泻，无四肢关节疼痛，到当地医院就诊。血常规：HGB 62 g/L，WBC 61.5×10^9^/L，PLT 50×10^9^/L。当地医院给予头孢哌酮等抗感染治疗后体温正常，并给予红细胞输注，但白细胞仍高，血小板减少，为进一步明确诊断来我院就诊。入院时查体：生命体征平稳，发育正常，贫血貌，浅表淋巴结未触及肿大，胸骨无压痛，心肺查体未见明显异常，肝肋缘下未及，脾左肋缘下8 cm。血常规：HGB 76 g/L，WBC 66.79×10^9^/L，PLT 37×10^9^/L，外周血涂片分类：原始粒细胞占0.010，早幼粒细胞占0.010，中幼中性粒细胞占0.020，晚幼中性粒细胞占0.040，中性杆状核粒细胞占0.250，中性分叶核粒细胞占0.570，嗜酸粒细胞占0.040，成熟淋巴细胞占0.050，成熟单核细胞占0.010。ENA抗体谱和抗核抗体均阴性，免疫球蛋白定量正常，肿瘤标记物（甲胎蛋白、癌胚抗原、糖类抗原19-9、癌抗原125、癌抗原15-3）均正常。腹部B型超声：肝脏肋缘下0 cm，肝实质回声增强；脾脏长19.2 cm，厚5.2 cm，肋缘下8.9 cm×3.7 cm。骨髓细胞形态学示：增生极度活跃，粒系占0.830，红系占0.140；其中原始粒细胞占0.045，早幼粒细胞占0.040，中幼中性粒细胞占0.120，晚幼中性粒细胞占0.145，中性杆状核粒细胞占0.310，中性分叶核粒细胞占0.105，嗜酸粒细胞占0.065；全片见巨核细胞5个，骨髓造血细胞未见明显发育异常形态改变。中性粒细胞碱性磷酸酶阳性率98%，阳性指数182。骨髓组织病理学检查示：骨髓增生极度活跃（\>90%），粒红比例明显增大，粒系各阶段细胞可见，幼稚阶段细胞略增多，红系比例减低，以中晚幼红细胞为主，巨核细胞少见，网状纤维染色（MF-0级）。骨髓细胞流式免疫分型：髓系原始细胞占5.4%，表达HLA-DR、CD38、CD13、CD33，部分表达CD56、CD64和CD7，粒系以不成熟粒细胞为主。染色体核型：46，XX\[20\]。BCR-ABL（P190、P210和P230）、FIP1L1-PDGFRA和TEL-PDGFRB等43种白血病相关融合基因均阴性。应用高通量测序技术对114种血液系统疾病基因突变筛查，检测到与疾病密切相关的热点突变基因仅为CSF3R，突变位置Exon14，核苷酸改变c.1853C\>T，氨基酸改变p.T618I，突变频率47.6%；未检测到JAK2、CALR、MPL和SETBP1等其他基因突变。该患者诊断为CNL。

针对该年轻CNL患者，首先建议进行异基因造血干细胞移植，因患者无同胞兄妹，对患者及其父母进行HLA基因分型检测。该患者在高通量测序结果证实存在CSF3R T618I突变之前，给予伊马替尼300 mg/d治疗2周，但WBC仍继续升高，血小板继续下降，治疗无效。在明确诊断后，停用伊马替尼，改予芦可替尼5 mg，每日两次口服治疗。应用芦可替尼治疗7周，患者WBC逐渐下降至10.55×10^9^/L，HGB稳定在80 g/L左右，PLT逐步升高至62×10^9^/L（[图1](#figure1){ref-type="fig"}），治疗期间患者一般状况良好，未出现其他非血液学不良反应，未输注血制品。复查腹部B型超声：脾脏肋缘下8.3 cm×2.9 cm，较治疗前略缩小。因患者PLT仍低于正常水平，芦可替尼没有增加剂量。患者应用芦可替尼治疗有效8周后失效，表现为白细胞计数逐步升高，再次出现贫血加重，PLT下降。患者外周血原始细胞增高为0.085，骨髓原始粒细胞比例为0.135，进入CNL加速期；1个月后行亲缘半相合异基因造血干细胞移植，外周血细胞计数渐恢复正常，目前已随访8个月。

![该例慢性中性粒细胞白血病患者应用芦可替尼治疗后外周血细胞计数变化](cjh-39-12-1029-g001){#figure1}

讨论及文献复习 {#s2}
==============

CNL是一种罕见的骨髓增殖性肿瘤，可发生于各个年龄段，以50岁以上多见。之前由于发病率低，且缺乏特异性的诊断标志，该病临床诊断较为困难。2013年Maxson等[@b1]通过对1 862个基因的编码区深度测序发现89%（8/9）的CNL患者有CSF3R基因突变，提出CSF3R基因突变为CNL的分子克隆性标志。随后，Pardanani等[@b3]对符合WHO（2008）标准确诊的12例CNL患者和9例不典型慢性髓性白血病（aCML）患者进行了CSF3R外显子测序分析，发现检测出的10个（83%）CSF3R T618I突变仅见于CNL患者，而在aCML患者未能检测到CSF3R T618I突变，由此确认CSF3R T618I突变是CNL一个高度特异而敏感的分子诊断标志。因此，在最新的WHO 2016版CNL的诊断标准[@b4]修订如下：外周血WBC≥25×10^9^/L，≥80%为中性杆状核和中性分叶核粒细胞，幼稚粒细胞（早幼粒、中幼粒和晚幼粒细胞）\<10%，原始粒细胞极少见，单核细胞计数\<1×10^9^/L，无粒细胞发育异常；骨髓高度增生，中性粒细胞比例和数量增高，中性粒细胞成熟表现正常，原始粒细胞占有核细胞比例\<5%；不符合WHO标准中BCR-ABL^+^ CML、真性红细胞增多症、原发性血小板增多症或原发性骨髓纤维化的诊断；无PDGFRA、PDGFRB、FGFR1或PCM1-JAK2重排；有CSF3R T618I或其他激活的CSF3R突变（如果无CSF3R突变，需有至少3个月持续中性粒细胞增多，有脾大和无明确的反应性中性粒细胞增多原因，包括无浆细胞肿瘤；如有，则需用细胞遗传学或分子生物学研究证实髓系细胞的克隆性）。

由于CNL是一种罕见疾病，国际上均为小样本量的研究，发现CNL患者除了特异性的CSF3R T618I突变外，33%\~56%的患者同时伴有SETBP1突变[@b3],[@b5]。本中心2014年亦证实我国CNL患者同时伴有SETBP1突变[@b6]，并在国际上率先报道了CNL中存在ASXL1突变[@b7]：通过对我院依据WHO（2008）造血组织和淋巴组织肿瘤分类标准临床疑诊的12例"CNL"患者进行回顾性分析，6例确诊为CNL，2例诊断为意义未明的单克隆免疫球蛋白病（MGUS）伴CNL表现，4例诊断为感染、炎症或肿瘤继发的反应性中性粒细胞增多。6例（100%）CNL患者均伴有CSF3R T618I突变，其中4例（66.7%）合并ASXL1及SETBP1突变，1例合并CALR突变（C.1154--1155insTTGT）；2例MGUS伴CNL表现及4例反应性中性粒细胞增多患者均不伴有CSF3R、ASXL1、SETBP1或CALR基因突变。所有患者均无JAK2 V617F突变。在2017年我们进一步对符合WHO2016诊断标准的16例CNL患者进行临床特征和预后分析[@b8]。结果表明，在16例CNL患者中，除1例t（1;7）（p32;q11）、1例+21克隆异常及1例14ps+外，其余患者均为正常染色体核型。16例CNL患者中，CSF3R T618I突变检出率为100%（16/16），ASXL1突变检出率为81%（13/16），SETBP1突变检出率为63%（10/16），1例患者携带CALR K385fs\*47突变，所有患者均无JAK2 V617F突变及MPL突变。CNL患者中位生存期为24（95% *CI* 18\~30）个月。初诊WBC≥50×10^9^/L者中位生存期较\<50×10^9^/L者短（11个月对39个月，*P*=0.005）。因此，我们的研究结果进一步证实CSF3R T618I突变是CNL的特异性突变，并发现确诊时WBC≥50×10^9^/L是CNL的不良预后因素。同时国外亦有研究显示ASXL1突变及血小板减少是CNL患者生存期缩短的独立不良因素[@b9]。

异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是目前唯一能治愈CNL的手段，由于CNL是罕见疾病且多为老年患者，目前接受allo-HSCT患者极少[@b10]。CNL的非移植传统治疗药物是羟基脲，疾病早期应用可控制白细胞及脾脏肿大症状，但是疾病进展期应用疗效不佳。干扰素也是CNL传统治疗选择之一，可在羟基脲不耐受或无效的CNL患者中取得一定的疗效，但在疾病进展期应用无效[@b9]。迄今为止，国际上文献报道[@b1],[@b11]--[@b16]应用芦可替尼治疗伴有CSF3R T618I突变的患者共7例（[表1](#t01){ref-type="table"}），均为中老年患者，其中CNL患者5例，治疗有效4例，无效1例，有效持续时间为5\~26个月，该例治疗无效的患者同时存在CSF3R T618I和SETBP1突变，其骨髓细胞体外培养可以被JAK2抑制剂fedratinib抑制，但是该患者使用芦可替尼治疗无效[@b14]；2例aCML患者，1例芦可替尼治疗有效，1例无效。

###### 文献报道芦可替尼治疗伴有CSF3R T618I突变患者的临床资料

  例号    诊断   年龄（岁）   性别  治疗前血常规                                                   脾大  染色体核型                         基因突变                                      芦可替尼用量               达到最佳疗效时血常规（时间）                                脾脏缩小  有效持续时间   参考文献及备注
  ------ ------ ------------ ------ ------------------------------------------------------------- ------ ---------------------------------- --------------------------------------------- -------------------------- ---------------------------------------------------------- ---------- -------------- --------------------------------------------------------------------------------------------------
  1       CNL        69        −    WBC 100.1×10^9^/LANC 93.1×10^9^/LPLT 102×10^9^/LHGB 100 g/L     是   46,Y,t（x;7）（p22.1;q36）\[20\]   CSF3R T618ISETBP1 G870S                       5 mg bid加量至20 mg bid    WBC 5.5×10^9^/L PLT 137×10^9^/L HGB 102 g/L（治疗4个月）       是     9个月          [@b11]；疾病进展时基因突变：CSF3R T618I，SETBP1 G870S，GATA2 K392fs，KIT D816V，RUNX1 337_341del
  2       CNL        74        女   WBC 54.6×10^9^/LANC 51.9×10^9^/LPLT 181×10^9^/LHGB 118 g/L      否   正常核型                           CSF3R T618ICSF3R Q739stop                     5 mg bid加量至15 mg/d      正常（文献未给具体数值）（治疗5个月）                          −      26个月         [@b12]；临床有效时，突变负荷下降；疾病进展时，突变负荷增加
  3       CNL        76        男   WBC 147×10^9^/LANC 107.3×10^9^/LPLT 235×10^9^/LHGB 97 g/L       是   FISH检测：+8（10%）                CSF3R T618ISETBP1 G870SASXL1 R404ASXL1 Y700   5 mg bid加量至20 mg bid    正常（文献未给具体数值）（治疗3个月）                          是     5个月          [@b13]
  4       CNL        66        女   WBC 86.5×10^9^/LPLT 122×10^9^/LHGB 118 g/L                      −    正常核型                           CSF3R T618ISETBP1 D868N                       10 mg bid加量至20 mg bid   无效                                                           −                     [@b14]；体外试验细胞对Fedratinib敏感，患者对芦可替尼无效
  5       CNL        53        男   WBC 96.5×10^9^/LANC 87.8×10^9^/LPLT 65×10^9^/LHGB 108 g/L       −    −                                  CSF3R T618I                                   10 mg bid加量至15 mg bid   WBC 25×10^9^/L PLT\>100×10^9^/L（治疗5个月）                   −      \>6个月        [@b1]
  6       aCML       75        男   WBC 71.3×10^9^/LANC 42.1×10^9^/LPLT 97×10^9^/LHGB 98 g/L        是   −                                  CSF3R T618ICBL I383TKDM6A S114C               10 mg bid加量至20 mg bid   正常（文献未给具体数值）（治疗3个月）                          是     \>6个月        [@b15]；持续有效时，CSF3R T618I突变负荷并未下降
  7       aCML       57        男   WBC 97×10^9^/LPLT 127×10^9^/LHGB 73.6 g/L                       是   正常核型                           CSF3R T618ISETBP1 G870S                       15 mg bid                  无效                                                           否                    [@b16]

注：CNL：慢性中性粒细胞白血病；aCML：不典型慢性髓性白血病；ANC：中性粒细胞绝对计数；bid：每日2次；---：文献未提供资料

本文报道的这例CNL患者发病年龄仅16岁，较为罕见。该患者仅存在近跨膜区CSF3R T618I突变，不伴有既往文献报道的其他ASXL1、SETBP1等常见基因突变。该患者在高通量测序结果证实存在CSF3R T618I突变之前，曾给予伊马替尼300 mg/d治疗2周，但治疗无效，WBC仍继续升高，PLT继续下降，换用芦可替尼治疗之后该患者很快取得临床疗效，亦表明CSF3R近跨膜区突变可能对SRC酶抑制剂无效，而对JAK抑制剂可能有效。该例CNL患者应用芦可替尼治疗有效持续时间短，8周后进展为加速期，可能与该患者发病时即表现为WBC增高，PLT明显减少，骨髓原始粒细胞比例偏高有关；也可能与该患者因血小板计数较低，无法增加芦可替尼治疗剂量有关。

总之，芦可替尼虽然是目前CNL除了传统治疗药物以外新的治疗选择，但有效持续时间较短，在其治疗有效期间，有条件的患者仍应尽早行allo-HSCT达到治愈该疾病的目的。
